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Recherche des résidus d'antibiotiques dans les viandes 
par J. BILLON (*) 
RÉSUMÉ 
Une méthode simple, sensible, rapide et peu onéreus� de dépistage est 
décrite pour la recherche des antibiotiques dans les viandes. Basée sur la techni­
que des zones d'inhibition des cultures microbiennes, l'originalité de la méthode 
résulte de la technique d'obtention d'un exsudat musculaire stérile, de l'emploi 
de deux espèces microbiennes Bacillus subtilis cultivant sur gélose à pH 6,0 et 
8,0 et de Sarcina lutea cultivant sur gélose à pH 7,0. 
La détection de la présence d'antibiotiques dans les produits 
camés présente un double intérêt ; en effet elle permet : 
- D'une part d'éliminer les carcasses et abats d'animaux atteints 
d'affections septicémiques « inondés » avant l'abattage par un traite­
ment antibiotique et de pallier ainsi les défaillances possibles de 
l'examen bactériologique. 
- D'autre part de contrôler indirectement le taux de supplémen­
tation de l'alimentation animale en évitant l'administration intem­
pestive d'antibiotiques laissant dans les tissus des taux décelables 
de ces substances. 
Pour l'hygiéniste alimentaire, l'élimination des aliments renfer­
mant des antibiotiques constitue en outre un des impératifs majeurs 
de son action car on évitera ainsi la multiplication des souches micro- · 
biennes résistantes, l'absorption des plasmides présents éventuelle­
ment dans les viandes et abats d'animaux et les accidents décrits par 
le Pr GouNELLE consistant en malades résistants à divers traitements 
anti-infectieux ou exposés à des syndromes allergiques à la suite de 
l'administration de thérapeutiques à base d'antibiotiques. 
La plupart des pays ont organisé une recherche systématique 
des antibiotiques dans les aliments, ceux de la Communauté Euro-
(*) Laboratoire Central d'Hygiène alimentaire, Directeur J. PANTALIDN, 43, rue 
de Dantzig - 75015 Paris. 
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péenne ont en outre décidé de mettre au point une technique commune 
d'examen pour les viandes en provenance des pays tiers. 
Certains pays de la C.E.E. ont déjà codifié leurs techniques de 
recherche ; en France, une méthode de recherche avait été décrite 
par_ J. PANTALIWN et ses coll., nous nous proposons dans cette note_ 
de préciser les perfectionnements qui ont été �pportés et les recher­
ches effectuées au Laboratoire Central d'Hygiène alimentaire des 
Services Vétérinaires. 
TECHNIQUE PROPOS�E 
Les prélèvements portent sur le muscle dans tous les cas et, 
pour les animaux d'abattoirs, sur un rein. Nous avons écarté les 
prélèvements de foie en raison du grand nombre de résultats erronés. 
trouvés avec cet organe. 
A partir d'un échantillon de muscle (généralement le même que 
celui qui est adressé pour l'examen bactériologique) nous prélevons 
dans les mêmes conditions d'aseptie 25 g environ de muscle. 
Ces 25 g sont placés dans un sachet stérile en plastique dont 
l'absence d'activité antimicrobienne a été vérifiée pour le type de 
plastique employé. Pour ce faire on découpe dans le sachet un carré 
de plastique de 5 cm de côté que l'on place sur la surface d'une 
gélose ensemencée par Sarcina lutea et coulée en boîte de Pétri, on 
laisse la boîte au réfrigérateur à + 4° C pendant 16 à 18 h .couvercle 
en dessus, pour la diffusion des substances antimicrobiennes éven­
tuellement présentes dans le plastique, puis on retire avec une 
pince stérile le morceau de sachet, on retourne la boîte et on la 
porte à + 37° C pendant 18 h environ (± 2 h). On observe alors la 
culture microbienne afin de s'assurer que la zone recouverte par le 
plastique ne présente pas une densité microbienne inférieure au 
reste de la boîte. 
Le sachet contenant 25 g de muscle (ou de rein) fermé par un 
procédé quelconque est placé jusqu'au lendemain matin au congéla­
teur, à ce moment on décongèle rapidement à + 37° C pendant 2 à 
3 h, on observe un exsudat relativement important. 
Ce liquide d'exsudation est repris avec une, pipette et porté sur 
trois disques Watman AA de 13 mm de diamètre placés dans une 
boîte . de Pétri stérile de façon à les imprégner totalement. Après 
égouttage rapide les disques sont séchés à + 37° C pendant 45 mn. 
On place alors un disque à la surface d'une gélose nutritive à 
pH 6,0- enseme�cée avec des spores de Bacülus subtilis, un autre 
disque à la surface d'une gélose nuttitive à pH 8,0· ensemencée ,égale-
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ment avec des spores de B. subtilis, le troisième disque à la surface 
d'une gélose nutritive de pH 6,7 à 7,0 ensemencée avec Sarcina lutea. 
Après une prédiffusion de 4 h à + 4° C, les boîtes sont retournées 
et incubées à + 3()<> C pour les deux premières et à + 37° C pour la 
troisième. Après 17 à 24 h on peut lire les résultats en relevant la 
présence d'une zone d'inhibition autour des disques ou de l'un des 
disques, le diamètre de la couronne d'inhibition devant être égal 
ou supérieur à 17 mm pour que le résultat soit considéré comme 
positif. 
Cette méthode doit être retenue pour sa valeur de dépistage, 
l'expérience nous a montré en effet qu'elle pèche non par défaut 
mais par excès. 
Au cours d'essais de supplémentation alimentaire avec divers 
antibiotiques réalisés par des firmes commerciales ou l'I.N.R.A. nous 
avons obtenu des résultats positifs sur des sujets appartenant à des 
lots témoins et qui, d'après les conditions de l'expérimentation, 
n'avaient jamais reçu de traitement ou de supplémentation alimen­
taire à base d'antibiotiques. Aussi est-il indispensable de confirmer 
les résultats positifs par un nouvel examen nécessitant une extrac­
tion à partir de 50 g puis la recherche d'un ou plusieurs antibiotiques 
éventuellement présents par électrophorèse à haute tension ou chro­
matographie en couche mince. 
Ces dernières techniques qui assureraient la sécurité absolue 
de la réponse définitive sont longues (elles nécessitent plusieurs 
extractions avec évaporation à basse température) et mettent en 
œuvre un appareillage coûteux manipulé par un personnel spécialisé, 
aussi devraient-elles être réservées à quelques laboratoires répartis 
sur l'ensemble du territoire national. Il est possible par ailleurs que 
d'ici quelques années la chromatographie liquide à haute pression 
permette une recherche rapide et sûre. 
La technique que nous venons de décrire a donc trait unique­
ment à l'examen préliminaire en vue d'un dépistage de réactions 
positives par une méthode microbiologique simple. 
DISCUSSION 
Le choix des espèces microbiennes a été dicté d'une part par 
l'expérience de nos confrères allemands qui pour la méthode offi­
cielle recherche des antibiotiques (Hemmstofftest) emploient Bacillus 
subtilis, souche BGA et deux géloses à pH 6,0 et 8,0. Un avantage est 
que la gélose-test est vendue deshydratée par une firme commerciale 
qui livre aussi une suspension de spores de cette souche de B. subtilis, 
il suffit d'ajouter 0,5 ml de cette suspension à 500 ml de gélose. 
Groupe Antibiotique 
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TABLEAU 
Diamètre de la couronne d'inhibition (disques AA 13 mm) 
Dose ' 
pour �����������������������
10 g de 
muscle Sarcina lutea pH 7,0 
Bacillus subtilis 
pH 6,0 
Bacillus subtilis 
pH 8,0 
Avantage 
�������--������� 1 � 1 -������� 11 �����- 1-������--������� 
Bêta lactames 
Aminosides 
Tétracyclines 
Macrolides et 
apparentés 
Chloramphénicol 
Polypeptides 
Furanes 
Pénicilline 
Oxacilline 
Céphalosporine 
Streptomycine 
Néomycine 
Framycétine 
Kanamycine 
1 
i 
Tétracycline 
Erythromycine 
Spiramycine 
Lincomycine 
Pristinamycine 1 
Chloramphénicol 
Colimycine 1
Furadoïne 1 
10 µg 
10 µg 
30 µg 
30 µg 
30 µg 
30 µg 
30 µg 
30µg 
15 µg 
100 µ.g 
15 µg 
15 µg 
30 .... g 
33 
28 
30 
18 
14 
16 
20 
18 
27 
26 
28 
25 
24 
13 
13 
21 
18 
28 
26 
18 
17 
23 
24 
27 
26 
13 
19 
24 
18 
23 
19 
18 
25 
25 
23 
19 
25 
24 
27 
29 
14 
16 
19 
18 
18 
S. lutea +++ 
S. lutea ++ 
S. lutea + 
B. subtilis + + + 
B. subtilis + + + 
B. subtilis + + 
B. subtilis + + + 
B. subtilis + + 
* 
* 
S. lutea +++ 
S. lutea +++ 
B. subtilis + + + 
B. subtilis + + + 
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Nous avons été conduits à employer parallèlement Sarcina lutea 
à la suite d'une étude comparative que nous avons réalisée avec une 
gamme étendue des principaux antibiotiques commercialisés ; nous 
avons constaté que si B. subtilis se révèle plus sensible aux aminosi­
des, aux tétracyclines, aux polypeptides et aux furanes, la sensibilité 
est à peu près équivalente pour le chloramphénicol et certains macro­
lides, mais largement en faveur de S. lutea pour les bêta-lactames 
et certains apparentés macrolides. 
Avec les trois boîtes utilisées nous couvrons la quasi totalité de 
la gamme des antibiotiques et assurons au test une plus grande 
sécurité (voir tableau). 
Les vétérinaires allemands n'utilisent pas les disques mais pla­
cent directement un échantillon de muscle ou d'organe sur la gélose. 
Nous préférons utiliser la technique des disques qui est aussi simple 
et permet une lecture et une interprétation plus faciles, de plus on évite 
de transporter des micro-organismes de contamination exogène qui 
peuvent fausser les résultats en particulier dans le cas des moisis­
sures. 
Le procédé de congélation et de décongélation rapide permet 
d'obtenir un volume de liquide d'exsudation plus important que par 
l'écrasement entre deux plaques comme nous le faisions autrefois. 
RECOMMANDATIONS TECHNIQUES 
Les géloses à pH 6,0 (1 boîte) et à pH 8,0 (1 boîte) peuvent être 
préparées à partir des milieux deshydratés vendus par des firmes 
commerciales spécialisées (*). Il est possible de pratiquer l'essai avec 
S. lutea sur une gélose à pH 8,0 plutôt que 6,7 ce qui réduit le 
nombre de variétés de géloses. La suspension de spores de B. subtilis 
souche B.G.A. est également vendue dans le commerce (*) . 
La souche de Sarcina lutea à utiliser est la souche ATCC 9341, 
on ajoute une suspension titrant 1()8 germes par ml. Dans une boîte 
de Pétri stérile de 100 mm de diamètre on coule dans tous les cas 
15 ml de gélose fondue ramenée à + 55° C et ensemencée, on sèche 
les boîtes et on les conserve au réfrigérateur à + 4° C. 
Les boîtes ensemencées par les spores de B. subtilis peuvent être 
utilisées dans un délai de 2 mois environ, celles qui sont ensemencées 
par S. lutea doivent être employées dans un délai n'excédant pas 
1 semaine. 
Actuellement nous étudions la possibilité d'application d'un test 
simple (**) utilisé pour la recherche des antibiotiques dans le lait, 
(*) Etablissements Merck. 
(**) Delvo test. 
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et qui donne dans ce domaine des résultats parfaitement fiables, à 
la même recherche dans les viandes. 
Il est, à notre avis, possible de remplacer le lait introduit dans 
l'ampoule de milieu nutritif par 1 ml de liquide d'exsudation et de 
conduire l'épreuve de la même façon. Ceci aurait l'avantage de four­
nir des résultats rapides : 2 h 30 à + 64° C, selon une technique 
standardisée et sans erreurs de manipulation ou d'interprétation 
entre les différents exécutants. 
CONCLUSION 
L'épreuve de dépistage pour la recherche des antibiotiques que 
nous proposons est simple, sensible, rapide et peu coûteuse. La congé­
lation puis la décongélation rapide du prélèvement de muscle (ou de 
rein) permet d'obtenir une quantité de liquide d'exsudation suffisante 
pour imprégner trois disques, qui, placés sur les géloses à pH 6,0 
et 8,0 ensemencées avec deux souches microbiennes, donnent un 
large spectre d'activité et assurent une meilleure détection des viandes 
suspectes. Les cas positifs doivent recevoir la confirmation de la 
présence d'antibiotiques par des méthodes plus élaborées dont la mise 
au point est actuellement à l'étude . 
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